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RESUMO

A cultura de micobactérias é de fundamental importancia no
diagnoéstico da tuberculose, pois apresenta maior sensibilidade que a
baciloscopia. Este estudo teve como objetivo verificar o desempenho
dos meios de cultura Ogawa-Kudoh (OK) e mycobacteria growth
indicator tube (MGIT™ - Becton & Dickinson) manual em relacio a
positividade, a rapidez do resultado, a contaminagao e o acréscimo da
cultura no diagnéstico em um laboratério de saude publica no interior
paulista. As amostras de pacientes com suspeita de tuberculose foram
processadas duplamente para cultura: uma pelo método classico do
swab e semeadas em meio de OK e outra pelo método de Petroff e
semeadas em meio liquido MGIT. Das 490 culturas realizadas, 45
(9,2%) foram positivas no meio OKe 58 (11,8%) no MGIT. O percentual
de contaminacdo do meio OK foi 1,2% e 0,2% no MGIT. O acréscimo ao
diagndstico pela cultura no OK foi de 11 (17,7%) e no MGIT de 20
(28,2%). O crescimento em meio MGIT foi mais rapido que o OK nos
resultados positivos (valor-p=0,02). A concordancia/confiabilidade
dos resultados foi de 95,2% (n=483). Dos 64 isolados obtidos pelo OK
ou MGIT, aidentificacao foi realizadaem 45 (70,3%): 37 (57,8%) foram
identificados como Mycobacterium tuberculosis, 4 (6,3%)
M.intraellulare/M.chimaera, 2 (3,1%) M. abcessus e 2 (3,1%) M.avium.
O meio de MGIT apresentou melhores resultados em relacdo ao
percentual de positividade, a rapidez no diagndstico, a taxa de
contaminacdo e ao acréscimo do diagnéstico da cultura, quando
comparado com o meio OK.

PALAVRAS-CHAVE: Mycobacterium. MGIT. Ogawa-Kudoh. Diagnéstico.
Tuberculose. Técnicas. Procedimentos de laboratorio.
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ABSTRACT

Mycobacteria culture is of fundamental importance to the diagnosis of
tuberculosis because presents sensitivity higher than the acid-fast
smear. The purpose of this study is to evaluate the performance of the
culture media Ogawa-Kudoh (OK) and manual Mycobacteria Growth
Indicator Tube (MGIT-Becton & Dickinson) in relation the positivity,
speed of the results, contamination and the increase of the diagnosis
by the culture in a public health laboratory in Sdo Paulo state. The
samples from patients with suspected tuberculosis were doubly
processed for the culture: one by the conventional method of swab and
inoculated onto OK medium, and another by the Petroff's method and
inoculated in MGIT liquid medium. Of these 490 cultures performed,
45 (9.2%) were positive in the OK medium and 58 (11.8%) in MGIT.
The percentage of the contamination in OK medium was 6 (1.2%) and 1
(0.2%) in MGIT. The increase of the diagnosis by the culture in OK was
11 (17.7%) and in MGIT was 20 (28.2%). The growth in MGIT medium
was faster than OK in the positive results (value-p=0.02). The
agreement/reliability of the results was 95.2% (n=483). Of these 64
isolates obtained by OK or MGIT, the identification was performed in
45 (70.3%): 37 (57.8%) were identified as Mycobacterium
tuberculosis, 4 (6.3%) M. intraellulare/M. chimaera, 2 (3.1%) M.
abcessus and 2 (3.1%) M. avium. The MGIT medium showed better
results than OK medium in relation of the positivity, the rapidity of the
diagnosis, rates of contamination and in the increase of the diagnosis
by the culture.

KEY WORDS: Mycobacterium. Culture media. Diagnosis. Tuberculosis.
Laboratory techniques procedures.

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) representa um
grande desafio em varias regides do mundo.
A taxa de incidéncia global da doenga esta
aumentando cerca de 0,4% ao ano. Estima-
se que 1/3 da populacdo mundial esteja
infectada pelo Mycobacterium tuberculosis
e aproximadamente 95% dos casos e 98%
dos o6bitos por TB ocorram em paises em
desenvolvimento.'

A TB multirresistente e o aumento de
doencas causadas por outras espécies de
micobactérias (MNTs) impuseram a neces-
sidade do desenvolvimento de novos
métodos diagnésticos.’A pesquisa de bacilo
alcool-acido resistente (BAAR) é o método
para diagndstico da doenga mais utilizado
no Brasil, por trata-se de procedimento
rapido e barato. No entanto, apresenta
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baixa sensibilidade. A cultura para mico-
bactérias é considerada o método padrio
ouro para o diagndstico da TB, apresen-
tando positividade nos espécimes que
contenham de 10 a 100 bacilos viaveis.’ A
cultura de escarro também apresenta a
vantagem de recuperar micobactérias
para aidentificacdo e testes de sensibilida-
de.’ Quando realizada no escarro, em geral,
pode acrescentar 20% de casos ao total
daqueles de TB pulmonar ndo confirmados
pelabaciloscopia.’

O cultivo de micobactérias pelo método
swab e semeado em meio de Ogawa-Kudoh
(OK) é um procedimento simples, de baixo
custo e, em termos de biosseguranca,
apresenta menor risco para os profissio-
nais de laboratério, uma vez que ndo
utiliza a centrifugacdo. Além disso, é
suficientemente sensivel para confirmar o
diagnéstico da TB pulmonar, nos casos
suspeitos com baciloscopia negativa, e util
para recuperar os bacilos de escarros de
pacientes baciliferos que requerem teste
de sensibilidadeas drogas.*”’

Outro meio, o tubo indicador de
crescimento de micobactérias (MGIT),
sistema da Becton-Dickinson, foi introdu-
zido ha uma década para acelerar o
isolamento de micobactérias. Esse meio é
composto de meio liquido Middlebrook
7H9 e uma base de silicone impregnada
de ruténio. Esse composto é sensivel a
presenc¢a do oxigénio no meio, tendo as
emissoes de fluorescéncia reduzidas, ndo
podendo ser detectada. Assim que os
microrganismos passam a consumir o
oxigénio do meio a fluorescéncia passa a
ser detectada, podendo ser visualizada
utilizando-se uma luz UV de 365nm.
Desse modo, o nivel de fluorescéncia que
o tubo emite corresponde a quantidade

de oxigénio consumido por organismos
no tubo.’

O objetivo deste estudo foi verificar o
desempenho dos meios de cultura OK e
MGIT manual em relacdo a positividade, a
rapidez do resultado, contaminacio e
acréscimo da cultura no diagnoéstico em
um laboratério de saude publica no
interior paulista.

METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no Centro de
Laboratério Regional do Instituto Adolfo
Lutz de S3do José do Rio Preto - 6rgdo
vinculado a Coordenadoria de Controle de
Doencas da Secretaria de Estado da Saude
de Sdo Paulo (CCD/SES-SP). Durante cinco
meses, entre 2009 e 2010, as amostras de
escarro que continham volume suficiente
foram duplamente processadas pelo
método do swab e semeadas em meio de
OK e pelo método de Petroff e semeadas
em meio liquido MGIT, de acordo com
instrucdo do fabricante.’

As culturas em meio de OK foram
descontaminadas, a partir um swab
impregnado com amostra de escarro. O
swab impregnado foi colocado em tubo
estéril contendo 3 ml de solugcdo de NaOH
a 4%, por dois minutos, e depois semeado
com movimentos rotatérios em meio OK.
As culturas foram incubadas a 37°C por
até 60 dias.’

Para cultura em meio liquido MGIT o
escarro foi semeado ap6s descontaminagdo
pelo método de Petroff modificado. Um
volume aproximado de 2 ml de escarro foi
descontaminado com igual volume de
solu¢do de NaOH 4%, contendo solucdo
indicadora de vermelho fenol (40 gramas
de NaOH, 10 ml da solucao de vermelho de
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fenol, 1.000 ml de 4gua destilada esteriliza-
da); solucdo estéril de vermelho fenol (0,1g
de vermelho fenol, 25ml de 4gua destilada).
Os tubos contendo as amostras foram
colocados durante 15 minutos em estufa
bacterioldgica 36°C+/-1°C e depois centrifu-
gados por 15 minutos a 3.000g. Ao sedimen-
to acrescentou-se HCl 1% até viragem para a
cor amarela. Em seguida, adicionou-se a
solucdo neutralizante estéril (4 gramas de
NaOH, 0,004g de vermelho fenol, 0,4g de
sulfato de aluminio e potassio, agua destila-
da 1.000ml) até a viragem para cor rosa. Uma
aliquota de 0,5ml foi semeada em meio MGIT.
Os tubos foram entdo colocados em estufa
bacterioldogica 36°C+/-1°C.

A leitura das culturas foi realizada
semanalmente no meio OK e diariamente
no meio MGIT, e o resultado negativo
emitido em 60 e 42 dias, respectivamente.
Registrou-se o tempo de obten¢do dos
resultados positivos e a presenca de
contaminacao.

As culturas positivas foram avaliadas
quanto ao aspecto macroscopico (morfo-
logia e coloragdo das coldnias) e micros-
cbpicos, apds coloracido pelo método de
Ziehl-Neelsen. As culturas sugestivas
de M.tuberculosis e MNTs® foram encami-
nhadas ao Instituto Adolfo Lutz Central -
Sdo Paulo para investigacao do perfil da
sensibilidade as drogas e identificacdo da
espécie. O teste de sensibilidade as dro-
gas foi feito pelo método automatizado

Bactec MGIT960 (Becton & Dickinson-
BD), conforme instrucdo do fabricante,
para as quatro drogas: isoniazida, rifam-
picina, estreptomicina e etambutol. O
teste da pirazinamida foi realizado pelo
método da pirazinamidase.” A identifica-
¢do da espécie foi realizada pelo método
de PRA-hsp65." Os resultados foram
inseridos em planilha Excel e analisados
pelo programa EPI INFO versao 3.5.1. e
BioStat 5.0.

Para comparar variaveis dependentes
(positividade, contaminacdo e rapidez
dos testes) utilizou-se o teste do qui-
quadrado e Mann-Whitney, conforme
apropriado. Adotou-se como valor signifi-
cante valor-p <0,05 e poder de 80%. A
analise de concordancia entre métodos foi
realizada pelo teste de Kappa, de acordo
com proposto por Landis & Koch." 0
acréscimo da cultura foi realizado de
acordo com Manual de Tuberculose e
outras Micobacterioses 2008.°

RESULTADOS

No periodo estudado, foram realiza-
das 490 culturas e comparado o desem-
penho dos dois métodos de cultura em
relacdo a positividade, ao tempo de
deteccdo e a contaminagdo. O método de
MGIT manual apresentou melhor desem-
penho (percentual e média) em termos de
positividade, rapidez e taxas de contami-
nacao (Tabela 1).

Tabela 1. Comparagdo entre os meios MGIT e Ogawa-Kudoh em relagido a
positividade, contaminacdo e rapidez do resultado.

MGIT

Ogawa-Kudoh

(n=490) (n=490) p
Resultados positivos* 58 (11,8%) 45 (9,2%) 0.028*
Contaminacéo 1(0,2%) 6 (1,2%) ’
Rapidez do resultado 11 (min 2—max 42) 21 (min 7 — max 46) 0 53*
(mediana em dias) IC=(10,8-16,5) 1C=(19,4-27,1) ’

*teste qui-quadrado
**Mann-Whitney
IC = intervalo de confian¢a 95%
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A concordancia/confiabilidade dos
resultados foi de 95,2% (n=483) e o acrésci-
mo ao diagnédstico pela cultura no OK foi de
17,7% (n=11) e no MGIT de 28,2% (n=20).
Do total de culturas realizadas, 64 foram
positivas ao menos em um dos dois méto-
dos (OK ou MGIT). A identificacdo foi
possivel de ser realizada em 45 (70,3%)
isolados e em 19 isolados foi confirmado
somente o género (Mycobacterium spp.). Os
resultados estao apresentados na Tabela 2.

O teste de sensibilidade foi realizado
em todos os isolados de M.tuberculosis, e
todos foram sensiveis para as drogas:
estreptomicina, rifampicina, isoniazida,
etambutol e pirazinamida.

DISCUSSAO

A cultura para o M.tuberculosis é consi-
derada o método padrdao ouro para o
diagnoéstico da tuberculose e permite a
recuperacdo da micobactéria para a
identificacio e teste de sensibilidade." A
associacdo da cultura a baciloscopia
permite maior cobertura no diagnostico
laboratorial da TB, além de possibilitar o
isolamento do bacilo para aidentificacao
das espécies e o estudo do perfil de
susceptibilidade as drogas, visando
adotar medidas de controle da doenga.'*’
De acordo com KUDOH, a cultura por
esse método aumenta o rendimento

“ Em nosso

diagnoéstico em 20-40%.
estudo, a cultura em meio de OK acres-
centou 17,7% ao diagnoéstico, percen-
tual um pouco abaixo do indicado pelo
autor. Por outro lado, o meio de MGIT,
proporcionou um acréscimo maior ao
diagnostico (28,2%).

A comparacdo entre as culturas semea-
das nos meios de OK e MGIT revelou que,
além da positividade das culturas ser
maior no meio liquido MGIT (11,8%), o
tempo de deteccido foi bem menor (média
11 dias), proporcionando um diagnéstico
mais rapido. Essa reduc¢io se deve princi-
palmente ao fato de que o meio liquido é
mais rico em nutrientes, proporcionando
melhores condi¢gdes de multiplicacao para
micobactérias."”

Dados semelhantes foram encontrados

15,2,14
por outros autores,

que constataram
menor tempo de detec¢do, com uma média
que variou de 10,5 a 12 dias. OPLUSTIL e
colaboradores demonstraram que a maio-
ria dos resultados das culturas positivas do
meio MGIT foi detectada na segunda
semana 78 (54,2%), seguida da primeira
semana 53 (36,8%).”° O presente estudo
também encontrou maior ndmero de
culturas positivas na segunda semana 14
(34,14%), enquanto na primeira semana
esse percentual foi de 12 (29,26%), dados

nao mostrados.

Tabela 2. Espécies identificadas das culturas positivas pelos métodos MGIT e

Ogawa-Kudoh.

MGITe OK  Somente ogi:,':_e;:zoh
Espécies identificadas N=45 (n=27) MGIT (n=14) (n=4)
n (%) n (%) n (%)
M. tuberculosis (n=37) 24 (64,8) 11%(29,7) 2(54)
M. avium (n=2) 0 (0) 2 (100) 0 (0)
M. intraellulare/M. chimaerae (n=4) 3 (75) 0 1(25)
M. abcessus (n=2) 1 (50) 1 (50)

Kappa=0,63; valor-p<0,01
*2 culturas contaminaram no OK
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Nao foram encontrados estudos compa-
rando o método MGIT com OK. Por outro
lado, muitos trabalhos compararam a
cultura em meio MGIT com cultura em
meio de Lowenstein Jensen (L]). DELURCE
constatou que a cultura em meio liquido
apresentou maior positividade (23%)
quando comparado com meio L] (19,2%)."
De acordo com FADZILAH, 101 (19,8%)
culturas foram positivas no MGIT, enquan-
to 60 (11,7%) pelo L].® MACHADO encon-
trou maior positividade no MGIT (15,6%)
quando comparado com o meio L] (14,1%),
e a média do tempo de deteccdo do MGIT
foi 11,43 dias e do L] foi de 20,29 dias.”
No estudo de OPLUSTIL, das 149 amos-
tras com pesquisa positiva, 144 amostras
foram positivas no MGIT e 131 no LJ,
sendo que no meio MGIT a maioria das
culturas foi positiva nas duas primeiras
semanas e no L], ap6s 15 dias.”* PALACI e
colaboradores também verificaram que as
culturas positivas no MGIT foram detecta-
das uma semana antes das culturas positi-
vasno L]."”

Neste estudo foi observado melhor
rendimento de culturas positivas pelo
método MGIT manual. No entanto, em 4
(6,0%) amostras houve crescimento
somente em meio de Oqawa Kudoh. CHIEN,
em estudo comparativo entre os meios
MGIT e L], também encontrou em 5,6% dos
casos, isolamento somente no meio de LJ]."”
Alguns fatores podem influenciar o resulta-
do da cultura, como o nimero de organis-
mos presentes e os métodos de colheita da
amostra, tratamentos anteriores e método
de processamento. Além disso, as solugdes
utilizadas para a digestdo/descontaminac¢ao
da amostra podem causar dano as micobac-
térias. Com a necessidade de obter diagnos-
tico mais rapido e isolados para teste de

sensibilidade as drogas e dados epidemio-
légicos, os meios liquidos sdo recomenda-
dos para atender a demanda e urgéncia dos
resultados laboratoriais.””* Por essa razio,
em condi¢cdes ideais deve-se semear a
amostra tanto em meio liquido como em
meio sélido a base de ovos.

A porcentagem de concordancia/
confiabilidade e sensibilidade entre os
meios foi alta, 95,2% e 89%, respectiva-
mente. No entanto, a taxa de contaminacgao
foi maior no meio Ogawa (1,2%) do que no
MGIT (0,2%). Nossos resultados diferem
dos encontrados na literatura® e ainda é
menor que os estudos realizados pelo
fabricante (9,7%).

Todos os isolados de M.tuberculosis
foram analisados quanto ao perfil de
sensibilidade as drogas e todas foram
sensiveis para os antibidticos: estreptomi-
cina, rifampicina, isoniazida, etambutol e
pirazinamida.

As espécies de micobactérias ndo
tuberculosas (MNT) isoladas no periodo
foram M.intraellulare/M.chimaera (6,3%),
M.abcessus (3,1%) e M. avium (3,1%). Essa
frequéncia estd de acordo com estudos
anteriores realizados nessa mesma

22,23

regido. Vale destacar que a espécie
M.avium cresceu somente no meio MGIT, e
um isolado de M.abcessus somente no meio

de Ogawa-Kudoh.

Por fim, ressalta-se a importancia de
estudos sobre comparacgao e o conhecimen-
to do perfil da TB e micobacterioses em
nossa area de abrangéncia e da eficacia e
rapidez na deteccdo de micobactérias, pois
possibilitarao a divulgacdo e comparacao
dos resultados com outras regides do Pais e,
principalmente, o diagndstico precoce da
tuberculose e micobacterioses.
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CONCLUSAO

O meio de cultura MGIT apresentou
melhores resultados em relagdo ao
percentual de positividade, rapidez no
diagndéstico, taxa de contaminacdo e
acréscimo do diagnéstico da cultura,
quando comparado ao meio OK. Dessa
forma, o meio MGIT melhorou o diag-
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